



























































































や転移性進行を忠実に再現する in vitro および in vivo モ
デルが必要不可欠である。
近年、生体の癌組織を模倣した 3 次元培養は注目され、
癌の根源である癌幹細胞の増殖体である sphere assay や
オルガノイド（臓器様構造体）培養法、さらに腫瘍の多様
性 や 複 雑 性 を 反 映 し た 患 者 由 来 癌 組 織 移 植（patient-
derived xenograft, PDX）モデルが開発されている。それ
ゆえ、癌幹細胞を標的とする薬剤の探索には生体で生じる
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yakushimae).
Shibata R, Machida Y, Hatakeyama H, Yoshimura H, 
Yamamoto M, Ochiai K, Uematsu K, Michishita M. 
J Vet Med Sci . 2020 Feb 18;82(2):193-196.
2）Ganglioside GM2, highly expressed in the MIA PaCa-2 
pancreatic ductal adenocarcinoma cel l  l ine ,  is 
correlated with growth, invasion, and advanced stage.
Sasaki N, Hirabayashi K, Michishita M, Takahashi K, 
Hasegawa F, Gomi F, Itakura Y, Nakamura N, Toyoda 
M, Ishiwata T. 
Sci Rep . 2019 Dec 18;9(1):19369. 
3）Diffuse Pulmonary Meningotheliomatosis with 
Sarcomatous Transformation in a Shiba Dog. 
Michishita M, Fuj iwara-Igarashi A, Suzuki S , 
Hatakeyama H, Machida Y, Yoshimura H, Yamamoto 
M, Azakami D, Ochiai K, Ishiwata T, Fujita M. 
J Comp Pathol . 2019 Aug;171:1-5
4）The canine RAD51 mutation leads to the attenuation 
of interaction with PALB2. 
Uemura M, Ochiai K, Morimatsu M, Michishita M, 
Onozawa E, Azakami D, Uno Y, Yoshikawa Y, Sasaki 
T, Watanabe M, Omi T. 
Vet Comp Oncol . 2019 Sep 13. doi: 10.1111/vco.12542. 
5）Enhanced morphological and functional differences of 
pancreatic cancer with epithelial or mesenchymal 
characteristics in 3D culture.
Shichi Y, Sasaki N, Michishita M, Hasegawa F, 
Matsuda Y, Arai T, Gomi F, Aida J, Takubo K, Toyoda 
M, Yoshimura H, Takahashi K, Ishiwata T.
Sci Rep . 2019 Jul 26;9(1):10871. 
6）Malignant rhabdoid tumor of the musk gland and 
systemic T-cell lymphoma in a masked palm civet 
(Paguma larvata ).
Machida Y, Michishita M, Yoshimura H, Kato T, 
Hayama SI, Takahashi K.
J Vet Med Sci . 2019 Jul 11;81(7):975-979. 
7）Expression and Roles of S100A4 in Anaplastic Cells of 
Canine Mammary Carcinomas.
Yoshimura H, Otsuka A, Michishita M, Yamamoto M, 
Ashizawa M, Zushi M, Moriya M, Azakami D, Ochiai 
K, Matsuda Y, Ishiwata T, Kamiya S, Takahashi K.
Vet Pathol . 2019 May;56(3):389-398.













武 漢 市 で 発 生 し、 現 在 も 感 染 拡 大 を 続 け る 新 型
CoV(COVID-19) や、高い致死率をもつ重症呼吸器症候群







膜 を 変 化 さ せ て、2 層 の 脂 質 2 重 膜 を 特 徴 と し た
DMVs(Double Membrane Vesicles) と呼ばれる『CoV 専
用の複製工場』を形成する。CoV は DMVs 内でウイルス
ゲノムを複製、または転写・翻訳する事でウイルス構成成
分を濃縮しウイルス粒子形成を容易にする。このため、















体 [SAIDs] 及び小胞体αグルコシダーゼ阻害薬 [AGI]) に、












1） SAIDs の抗 CoV 活性の評価：新型コロナウイルス
（COVID-19）を 含 む 新 規 CoV に 対 す る SAIDs の 抗
CoV 活性の評価を行った。
2） SAIDs 存在下における耐性ウイルス（MERS-CoV）の
発生：SAIDs 存在下、MERS-CoV を 10 回以上盲継代し、
耐性ウイルスの発生を検討した
3）耐性 MERS-CoV の遺伝子解析・変異部位の同定
4） Reverse Genetics 法を用いた組換耐性 MERSMERS-
CoV の作製とその確認
4.　研究の特色
①  新規性：これら薬剤の「DMVs 形成阻害」は、予想外の
作用であるため、他の研究者が類似の研究を行う可能
性は極めて低い。このため、この阻害メカニズムを明




③  幅広い CoV への適用： SAIDs 及び AGI は既に幅広い




SAID A （特定薬剤）blocks coronavirus RNA replication 




報告者らはこれまでに約 100 種の SAIDs の抗 CoV 活性
の 評 価 を 行 な い、SAIDs の う ち、 ご く 一 部 の SAIDs
（SAID-A 及び -B）に強い抗 CoV 活性及び DMVs 形成阻
害作用がある事を見出した。本研究では、COVID-19 を含
むの各種ヒト CoV に対する抗 CoV 活性を評価した。図 a
は、COVID-19 の結果であるが、SAID-A 及び -B に強い
抗 CoV 活性が見られた。特に、COVID-19 の治療薬とし
て現在治験が行われている抗 HIV 薬（Lopinavir）と同等
の抗 CoV 活性が見られた。SAID-A の抗 CoV 活性は (EC50 
= 4.4 μM、EC90 = 6.3 μM、CC50（細胞毒性） > 100 μM）
（図 b）で、副作用の多い抗 HIV 薬（Lopinavir）に比べ極
めて安全性が高い事も分かった。
SAID-A の抗 CoV メカニズムの解明のために、SAID-A
存在下 MERS-CoV を 10 代以上盲継代し、得られた耐性ウ
イルスの解析を行った（図 c）。耐性ウイルスは、X 蛋白
質 に 変 異 を 持 ち、 こ の 変 異 を 人 工 的 に 導 入 し た 組 換
MERS-CoV も SAID-A に対して 1,000 倍以上の耐性を示
した。この事から、SAID-A は X 蛋白質を標的として抗
CoV 活性を発揮する事が分かった。一方 SAID-A は「CoV




も使用できる事が知られている。SAID-A は幅広い CoV に
対する治療薬としての応用が期待される。
































犬 AT-MSCs から IPCs を分化誘導する。
糖尿病マウスの作製
生 理 食 塩 水 に 溶 解 し た ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン (STZ) 
200mg/kg をマウス腹腔内へ投与することで 1 型糖尿病を
誘発する。本実験では、IPCs が免疫応答を誘導するのか
を 確 認 す る た め に、 対 象 動 物（ マ ウ ス ）は 近 交 系 の
C57BL/6J を用いる。糖尿病が誘発されたことの確認は、
STZ 投 与 4 日 目 に 6 時 間 の 絶 食 後 の 血 糖 値 を 測 定 し、




AT-MSCs(2 × 106cells) から分化誘導した IPCs をマウス
鼠径部に移植する。
IPCs 移植後のモニタリング









けており、これまでの in vitro での成果を発展させ、STZ
誘発糖尿病マウスを対象に in vivo で検討することが目的
である。本研究において、 ①生体への IPCs 移植は免疫応
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2）湯　祥彦，長谷川大輔．ポメラニアンにおける主要な
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ため、犬の肥満細胞腫 164 症例における腫瘍ゲノム DNA
を用いて KIT の全エクソンを NGS 解析した。解析には
Miseq Reagent Kit v3 (Illumina) と Miseq (Illumina) を用
いた。また、変異 KIT 組み換え蛋白発現ベクターを作製し、

























ため、犬の肥満細胞腫 164 症例におけるゲノム DNA を用
いて KIT の全エクソンを NGS 解析した。16 種類の新規
変異（エクソン 11 の ITD 変異を除く）が KIT の様々な領
域に同定された。また、本研究で同定された変異のうち比
較的頻度の高い変異とこれまでに報告されている変異につ





































（myeloid-derived suppressor cells: MDSC）が 発 現 す る





















よ び そ の 機 能 解 析、 ② 種 々 の が ん に よ り 誘 導 さ れ る
MDSC が依存するシグナル経路を阻害することにより抗
免疫抑制効果が得られる薬剤の探索、③担がん犬の血中

































ろ、CD11b+Gr-1+ 細胞は MDSC に特徴的な機能である
Arginase 活性、NO および ROS といった免疫抑制因子を
有していた。このことから、犬の骨髄細胞から GM-CSF












化誘導し、キナーゼ阻害剤による MDSC の T 細胞増殖抑
制への影響を検討している。



























































③  血管内異物を取り込む MHC クラスⅡ陽性細胞の組織
内分布
カ ー ボ ン イ ン ク ま た は ホ ル マ リ ン で 不 活 化 し た



























設計したプライマーを用いた PCR は 3 種類の PCR 産物
を生じた。各 PCR 産物の塩基配列を調べたところ、これ














存在した MHC クラスⅡ陽性細胞内で検出された。腎 臓
におけるインク粒子は尿細管周囲の毛細血管に存在した食
細胞内で検出されたが、これらの細胞の多くは MHC クラ

























































て、ネコ AB 式血液型の分布を分析した。その結果、 A
型 255 例（89.8%）、B 型 22 例（7.7%）、 AB 型 7 例（2.5%）
であった。我々の既報の研究結果と比較すると、稀な血
液型である AB 型が多く見出された。内訳はアメリカン
ショートヘアー 1 例、アメリカンカール 1 例、メイクーン
1 例、 雑 種 4 例 で あ っ た。 ま た、 別 の 検 体 に お い て、




A 型 45 例（91.8%）、 B 型 2 例（4.1%） AB 型 2 例（4.1%）、
リンパ腫（20 例）は、A 型 19 例（95%）、 B 型 1 例（5%） 
AB 型 0 例（0%）、繊維肉腫（7 例）は全て A 型（100%）、で、







れた計 573 例のイヌ検体について、 イヌ血液型 DEA1.1 の
分布について分析した。その結果、陽性が494例（86.2 ％）、











CMAH 遺伝子のクローニング、 RT- PCR 法による各組織
における発現解析、遺伝子変異の同定を行い、今年度研究
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Small Glutamine-rich Tetratricopeptide repeat-containing 
protein α （SGTA）にあり、SGTA 機能を制御することに
より AR シグナル伝達復帰を促すことができる可能性をヒ
トとイヌで証明した（Oncotarget , 7:3283-96. 2016; BMC 
Vet Res ., 13:170. 2017）。
上記研究の中で、イヌ AR 全長をクローニングし、各種
実験に供してきたが、AR には N 末端付近にグルタミン
（Q）の繰り返し配列が存在し、その数が短いほど前立腺が
んに罹患し易いという統計学的データがヒトで報告されて
いる（Cancer Res , 60:5111-6. 2000）。イヌでも過去に前
立腺がん症例と対照群の間で Poly Q 配列長に有意差が見
られるという報告があったが（J Vet Intern Med , 22:1380-
4. 2008）、イヌ AR シグナル伝達と Poly Q 配列長の相関
について実験的に検証した例はない。そこで、本研究では








2019年中は、クローニングしたイヌ AR 全長 cDNA（約2.7 




AR 非発現ヒト前立腺がん由来株化細胞である PC3 株にイ
ヌ AR 遺伝子発現プラスミドおよび AR シグナルにより転




Nano-luc 発現量を発光量として測定し Poly Q 数との相関を































TOYOBO KOD mutagenesis kit を用いて N 末端側の Q
× 23 を欠損させたクローン（del Q × 23）を作製した。さ
らに、Q × 10 も欠損させたクローン（del Q × 10+23）も
作製した。両者の塩基配列を確認後、哺乳類細胞発現ベク
17
ターにサブクローニングした。その後、WT と del Q × 23
および del Q × 10+23 をヒト AR 非発現前立腺がん由来
細胞株 PC3 に発現させ、AR シグナル伝達強度に比例して
発光するルシフェラーゼレポーターアッセイを行った。
変異導入の結果、Q × 23 および Q × 10+23 を欠損させ
たクローンの作製に成功した（図 4）。塩基配列解析の結果、
他箇所は鋳型配列と完全に一致した。PC3 細胞を用いたイ
ヌ AR WT と del Q × 23 および del Q × 10+23 の AR シ
グナル伝達強度測定の結果、アンドロゲン誘導体ジヒドロ
テストステロン添加時のシグナル伝達強度は WT ＜ del Q
× 10 ＜ del Q × 23 ＜ del Q × 10+23 の順となった（図 5）。
イヌ前立腺がん罹患個体を対象として、AR Poly Q 配
列長を調査した過去の報告において、腫瘍罹患個体が健
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・ 免疫学的性状の決定：END（Exaltation of Newcastle 
Disease Virus）法
・ 自然免疫関連遺伝子の誘導能：リアルタイム PCR 法































牛以外の異種動物由来細胞で 40 回継代した BVDV/END+




































END+ 感染細胞ではいずれの mRNA も発現誘導が認めら
れないが、BVDV/END- 感染細胞では両 mRNA の強力な
発現誘導が認められた。adapted_END+ を MDBK 細胞に
感染させ、両 mRNA 発現を調べたところ、bISG15 のみ
微弱な発現誘導を認めたが、感染後期には 2 倍程度の発現
レベルまで低下した。bMx1 は感染 1 ～ 5 日を通して発現
誘導を認めなかった。続いて、adapted_END+ を異種動物
由来細胞に感染させると、bISG15 の発現誘導は見られな
かったものの、bMx1 は感染 1 ～ 3 日目に 5.3 ～ 10.1 倍の
発現が認められた。しかし、感染が進むにつれてその発現
















告 さ れ て い る（Suzuki S, Ann Rep Natl Assay Lab , 




















身 の 研 究 か ら 示 唆 さ れ て お り（Shiokawa M et al., 












DNA から mRNA が転写され、その mRNA から翻訳さ
れたタンパク質が生命を形作るというセントラルドグマの
概念が、過去 50 年に渡り生物学の中心原理として信じられ









コーディング RNA の中でも、microRNA (miRNA) と呼ば
れる20 塩基長程度の短いノンコーディング RNA の研究が
先行し画期的な発見が相次ぐ一方で、200 塩基長以上の比

















の一つである H19 が、調べた 6 種類のイヌ乳腺癌細胞株
のうちの CIPp で高発現していた。CIPp は上皮系マーカー
E-cadherin の発現が非常にダウンレギュレートしており、
代 わ り に 間 葉 系 マ ー カ ー の N-cadherin、Vimentin、
S100A4、Snail、TWIST2、幹細胞マーカー Nestin がアッ
プレギュレートしている細胞株であった。また癌の進展に
関わる代表的な lncRNA の 1 つである HOTAIR は、細胞
株の一つ CML で高発現していた。CML も E-cadherin の









①  昨年度の特色ある研究プロジェクトで見出された H19
について、イヌの乳腺癌細胞株における機能解析を行
う。H19 を高発現する CIPp に、イヌの H19 lncRNA
と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る small interfering RNA 
(siRNA) あるいはネガティブコントロールの siRNA を
導入し、real-time RT-PCR により H19 発現がノックダ
ウンされているか確認する。その後、それらの細胞を







②  イヌの高悪性度乳腺癌細胞株である CIPp と低悪性度













①  イヌの H19 lncRNA と相補的な配列を有する siRNA
を導入した CIPp では、コントロールの siRNA を導入
した細胞に比べて H19 発現が約 15% にノックダウンさ





 ②  次世代シークエンサー解析において、mRNA では精子
の 形 成 に 重 要 な 役 割 を 果 た す こ と が 知 ら れ る
Spermatogenesis-associated protein 6 (SPATA6 ) 遺 伝
子や、細胞骨格に関連する膜結合蛋白の一つである
MAGUK p55 subfamily member 2 蛋白をコードする




つの新規 lncRNA および２つの新規 TUCP (transcript 
of unknown coding potential) が、低悪性度乳腺癌細胞






















れている。GR はマウス系統により 75 番目のグルタミン
の繰り返し回数が異なり、グルタミンが 8 個繰り返されて
い る GRwt マ ウ ス（BALB/c, AKR, C3H/HeJ, 129x1/SvJ, 
NOR/Lt 系統）は、16 個繰り返されている GRQn マウス
(C57BL/6, C57BR/cdJ, ST/bJ, SWR/J 系統 ) に比較し、
拘束ストレスの後の血中コルチコステロン ( 糖質コルチコ
イド ) 濃度が高いが、新奇ストレスに対する抵抗性が強
いと報告されている（FASEB J 2006 20: E1802）。一方、
慢性的なストレスを与えた BALB/c マウス は C57BL/6
マウスに比較し、脳側坐核での GDNF(glial cell-derived 
neurotrophic factor) の発現が低く、鬱状態になりやすい





細胞と IL-4、IL-5、IL-13 を主に産生する TH2 細胞などの
エフェクター細胞が挙げられる。アレルギーの発症には
TH 細 胞 の TH1/TH2 細 胞 の 偏 向 が 関 わ っ て お り、
BALB/c マウスは C57BL/6 マウスに比較し、TH2 タイプ
に偏向しており、アレルギーを発症しやすい。申請者らは
この原因の一つとして、Mina 分子（Jumonji C protein 
family）の発現量が C57BL/6 マウスでは BALB/c マウス
に比較し高く、この分子が IL-4 promoter に結合すること
で TH2 分化に重要な免疫反応初期の IL-4 産生を抑制して
















TH2 偏向型の BALB/c マウス、TH1 偏向型の C57BL/6
マウス、それぞれの系統の GR を置換した GR コンジェニッ
ク（Cg）マウス、副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン
（CRH） KO マウスを用いた。拘束ストレスは空気穴を開
けた 50ml の遠心管にマウスを 3 ～ 5 時間、閉じ込めてス
トレスを負荷した。拘束ストレス負荷後のマウスの脾臓か
























BALB/c マウス、TH1 偏向型の C57BL/6 マウスを用いて
比較した。また、申請者は C57BL/6, BALB/c マウスに
おける GR 遺伝子型の違いがストレス感受性やストレス負
荷後に免疫細胞へ与える影響を調べるため、BALB/c マウ
スに C57BL/6 由来の GR を置換し GR 遺伝子以外の遺伝
的 背 景 を 統 一 さ せ た Cg マ ウ ス、C57BL/6 マ ウ ス に




拘 束 ス ト レ ス を 3 時 間 負 荷 し た と こ ろ、gilz,rtp801, 
mkp-1 の遺伝子の発現が誘導されたが、trp53inp1,bnip3
の発現は誘導されなかった。さらに、1 日 5 時間の拘束ス
トレスを五日間繰り返し、長期拘束ストレスを負荷した結





した gilz,rtp801,mkp-1 の遺伝子発現は CRH KO マウスで
は増加がみられないことからグルココルチコイド依存性で
あることが明らかとなった。GR Cg マウスを用いた結果、
gilz,rtp801,mkp-1 の遺伝子の発現増加は GR の遺伝型によ
らず、マウスのバックグラウンドに依存していることが示
された。さらに、gilz,rtp801,mkp-1 の遺伝子を T 細胞に
強制発現させた結果、GILZ 強制発現 T 細胞では IL-4 サ
イトカインの増加が見られ、ストレスにより TH 細胞のバ
ランスが TH2 ヘ分化する可能性が示唆された。
1） Koyanagi M, Arimura Y. Compatitive expression 
analysis of stress-inducible gene in murine immune 
cells. Immunol. Invest . 2019 in press















































ドは主に Wnt シグナル、Notch シグナル、骨形成タンパ
ク質（bone morphogenetic protein；BMP）シグナルによっ
23











節系により SV40 ウイルス LargeT 抗原遺伝子を発現する
組換え遺伝子を、レトロウイルスベクター系を用いて細胞
に導入する。具体的には、Tetracycline response element
（TRE）下流に SV40 LargeT 抗原遺伝子を導入したプラ
スミド（pREV-TRE-TAg）と、CMV プロモーター下流に




















































TRE-TAg と pREV-Tet-off を、それぞれリン酸カルシウム
共沈殿法により、レトロウイルスパッケージング細胞株で
ある PLAT-E 細胞に遺伝子導入した。各プラスミドには、
IRES（internal ribosome entry site）の下流に GFP 遺伝
子が導入されており、蛍光顕微鏡観察により遺伝子導入が
できていることを確認した。この細胞から産生される組換
え体レトロウイルスを含む培養上清を回収し、-80 ℃で保
存した。
本年度の研究では新規細胞株の樹立までには至っていな
2019 年度日本獣医生命科学大学特色ある研究プロジェクトに係る実績報告書
図１.  マウス腸管オルガノイドを利用した腸管上皮細胞株
樹立方法の概要
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いが、新しい環境でもこれらの細胞培養技術および遺伝子
操作技術を再現可能な状況を確認できたことから、来年度
以降の研究において新規細胞株の樹立を目指す準備を整え
ることができた。
